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glucagon from rapid proteolytic degradation by DP IV. 
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(57) Die Erfindung beinhaltet die Verwendung von 
aktivitatsmindernden Effektoren der Dipeptidyl Peptida- 
se (DP IV-) bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat im Blut 
eines Saugers zur Senkung des Blutzuckerspiegels in 
Sauger-Organismen. 



ErfindungsgemaG eingesetzte Effektoren sind z.B. 
DP IV-lnhibitoren wiedie Dipeptidderivate bzw. Dipep- 
tidmimetika Alanyl-Pyrolidid, Isoleucyl-Thiazolidid so- 
wie das Pseudosubstrat N-Vatyl-Prolyl, O-Benzoyl Hy- 
droxylamin oder deren Salze, insbesondere deren Fu- 
marate. 
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Beschreibung 



[0001] Die Erfindung betriffl ein Verfahren, be, dem 
durch die Reduktion von Dipeptidyl Peptidase IV (DP 
IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat im Blut eines 

SaugersdurchVerabreichungvonaktivitatsmindernden 
Effektoren das endogene (oder zusatzlich exogen ver- 
abreichte) glycogenolytisch wirksame Peptid Glucagon 
oder dessen Analoga durch DP IV- und DP IV-ahnliche 
Enzyme vermindert abgebaut werden und damit die 
Konzentrationsabnahme dieses Peptidhormons bzw. 
seiner Analoga verringert bzw. verzogert wird. 
[0002] In Folge dieser, durch die Wirkung von DP IV- 
Effektoren erzielten, erhohten Stabilitat des (endogen 
vorhandenen oder exogen zugef uhrten) Glucagons und 
seiner Analoga, die damit vermehrt fur die glyeogenoly- 
tische Stimulierung der Glucagon-Rezeptoren von ins- 
besondere Leberzellen zur Verfugung stehen, veran- 
dert sich die Wirksamkeitsdauer von korpereigenem 
Glucagon, was eine Stimulierung des katabolen Kohle- 
hydratstoffwechsels des behandelten Organismus nach 
sichzieht. 

[0003] Als Resultat steigt der Blutzuckerspiegel Ober 
die fur Hypoglycaemie charakteristische Glukosekon- 
zentration im Serum des behandelten Organismus Da- 
mn konnen Stoffwechselanomalien wie hypoglycaemi- 
sche Zustande, die die Folge verminderter Glukosekon- 
zentrat.onen im Blut sind, verhindert bzw. gemildert wer- 
den. 

[0004] Neben Proteasen, die in unspezifische Proteo- 
se einbezogen sind, was letztlich den Abbau von Pro- 
teinen zu Aminosauren bewirkt, kennt man regulatori- 
sche Proteasen, die an der Funktionalisierung (Aktivie- 
rung, Deaktivierung, Modulierung) von endogenen Pep- 
tidwirkstoffen beteiligt sind (Kirschke era/, 1995- Kraus- 
slich & Wimmer, 1987). Insbesondere im Zusammen- 
hang mit der Immunforschung und der Neuropeptidfor- 
schung sind eine Reihe solcher sogenannten Konverta- 
sen, Signalpeptidasen oder Enkephalinasen entdeckt 
worden (Gomez etal., 1988; Ansorge etal. 1991) 
[0005] Aufgrund der Haufigkeit des Vorkommens der 
Aminosaure Prolin in einer Vielzahl von Peptidhormo- 
nen und den damit verbundenen Struktureigenschaften 
dieser Peptide wird fur Prolinspezifische Peptidasen ei- 
ne den Signalpeptidasen analoge Funktion diskutiert 
(Yaron & Naider, 1993; Walter etal., 1980' Vanhoof et 
at. 1995). Dabei bestimmt Prolin in diesen Peptiden 
durch seine besondere Struktur sowohl Konformation 
als auch Stabilitat dieser Peptide, indem sie vor Abbau 
durch unspezifische Proteasen schutzt (Kessler 1982) 
[0006] Enzyme, die hochspezifisch struktu'rveran- 
dernd auf Prolinhaltige Sequenzen einwirken (HlV-Pro- 
tease, Cyclophylin u.a.) sind attraktive ziele der aktuel- 
len Wirkstoff-Forschung. Insbesondere fQr die nach 
dem Prolin spaltenden Peptidasen Prolyl Endopeptida- 
se (PEP) und Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV) konnten 
Beziehungen zwischen der Modulation derbiologischen 
Aktivitat von naturlichen Peptidsubstraten und deren se- 



lektwer Spaltung durch diese Enzyme wahrscheinlich 
gemacht werden. So nimmt man an, daR PEP eine Rolle 
beim Lemen bzw. im GedachtnisprozeB spielt und DP 
IV in die Signalubertragung wahrend der Immunantwort 
rn^t ZO9?niSt(,ShiUrae,a '' 1990 - He 9 en e/ a /.,1990) 
[0007] Ahnlich wie die auBerordentliche Prolinspezi- 
fitat dieser Enzyme wird ihre hone Selektivitat fQr die 
Aminosaure Alanin innerhalb typischer Erkennungsre- 
gionen in Substraten dieser Enzyme diskutiert, wonach 
Alanin-haltige Peptide ahnliche Konformationen ein- 
nehmen konnen wie strukturanaloge Prolinhaltige Pep- 
tete. Kurzlich wurden derartige Eigenschaften Alanin- 
haftigerPeptidketten durch Punktmutation (Austausch 
von Prolin gegen Alanin) nachgewiesen (Dodge & 
1S Scheraga, 1996). 9 

[0008] DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat (z. B be- 
srtzt diecytosolische DP II eine der DP IVnahezu iden- 
tische Substratspezifitat) kommt im Blutkreislauf vor wo 
sie hochspezifisch Dipeptide vom N-Terminus biota- 
gischaktwer Peptide abspaltet, wenn Prolin oder Alanin 
die benachbarten Reste der N-terminalen Aminosaure 
m deren Sequenz darstellen. Aufgrund dieser Spaltstel- 
lenspezifitat wird davon ausgegangen, daU dieses En- 
zym bzw. Analoga an der Regulation von Polypeptiden 
in vivo beteiligt sind (Vanhoof et ai, 1 995) 
[0009] Zu geringe Blutzuckerkonzentrationen konnen 
im menschlichen und tierischen Organismus zu patho- 
logischen Zustanden fuhren. Insbesondere nach Unfal- 

30 2U einem s °9 enannten hypoglycaemischen 

Schock kommen, was bei Patienten zu HeiBhunger 
SchweiBausbrOchen, ja sogar zu BewuBtlosigkeit und 
Tod fuhren kann. 

[0010] Es i war daher eine Aufgabe der vorliegenden 
Ertndung Mtttel zur Verhinderung oder Milderung pa- 
ss thologischer Stoffwechsel-Anomalien von Saugerorqa- 
nismen wie akuteroderchronischer Hypoglycaemie be- 
rertzustellen. 

[0011] Insbesondere war es eine Aufgabe der vorlie- 

40 HfTJ ErfindUn9 ' Mm bere «2"stellen, mit denen 
Kohlehydratreserven zum Beispiel der Leber rasch mo- 
bilisiert werden konnen. 

[0012] Diese Aufgaben werden erfindungsgemaB 
durch die Verwendung von aktivitatsmindernden Effek- 
toren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) bzw. DP IV- 
analoger Enzymaktivitat zur Erhohung des Blutzucker- 
spiegels in einem Saugerorganismus gelost 
[001 3] Es ist bereits bekannt, aktivitatsmindernde Ef- 
fektoren der DP IVzur Emiedriaunn des Blutzuckerspie- 
so f A T Sau 9 er -°^nismen einzusetzen. Dabei wird 
der Abbau von Incretinen, die den Glucoseabbau stimu- 
lieren, durch DP IV gestoppt. 
[001 4] Es ist daher besonders uberraschend daB ak- 
tivitatsmindernde Effektoren der DP IV bzw DP IV-ana 
toger Enzymaktivitat zur Erhohung des Blutzuckerspie- 
gels emgesetzt werden konnen. Vermutlich beruht diese 
Wirkung auf folgenden Mechanismen: 
[0015] Beim Glucosemetabolismus und -katabolis- 
mus im menschlichen und tierischen Korper kann 
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grundsatzlich zwischen zwei Phasen unterschieden 
werden: 

[0016] 1 . In der ersten Phase werden nach der Nah- 
rungsaufnahrhe vermehrt Incretine ausgeschuttet (d.h. 
Hormone, die die Insulinsekretion des Pankreas stimu- 
lieren, wie Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP^) 
und Glucagon-Like Peptide Amide-1 7-36 (GLP-ly.^)), 
wodurch es zu einer vermehrten Insulinproduktion und 
in kausaler Folge zu einem verstarkten Abbau der durch 
Nahrungsaufnahme zugefuhrten Glucose kommt. 
[0017] Die Incretine sind jedoch Substrate der DP IV, 
da diese von den N-terminalen Sequenzen der Incretine 
die Dipeptide Tyrosinyl-Alanin bzw. Histidyl-Alanin in vi- 
tro und in situ abspalten kann (Mentlein et al, 1 993). 
Folglich kommt es bei Vorliegen von DP IV zu einem 
Abbau der Incretine, was wiederum zu einem vermin- 
derten Glucoseabbau fuhrt. 

[0018] Durch die Inhibierung der DP IV- bzw. DP IV- 
analoger Enzymaktivitat in vivo ist es daher moglich, ei- 
nen ubermaBigen Abbau der Incretine wirksam zu un- 
terdrucken und folglich den Glucoseabbau zu steigern: 

• Die DP IV-lnhibierung fuhrt zur Stabilisierung der 
Incretine, 

• die verlangerte Lebensdauer der Incretine im Blut- 
kreislauf verstarkt ihre insulinotrope und insulinsen- 
sitivierende Wirkung, 

• die damit erhohte und wirksamere Insulinausschut- 
tung zieht eine verstarkte Glukosetoleranz nach 
sich, (Demuth etal., 1996). 

[0019] An diabetischen Ratten wurde nachgewiesen, 
daB die entsprechenden DP IV-lnhibitoren zur Modula- 
tion des dargestellten Regelkreises wirkungsvoll einge- 
setzt werden konnen (Pederson et al, 1998). Diese 
Phase dauert vom Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme an 
etwa 120 Minuten. 

Nach Ablauf dieser sogenannten postprandialen Phase 
wird die Sekretion von Incretinen gestoppt und bereits 
vorhandene Incretine durch DP IV abgebaut. Dadurch 
sinkt die Insulinproduktion, was zu einem Ende des Glu- 
koseabbaus fuhrt. 

[0020] 2. Urn die physiologisch notwendige Glukose- 
konzentration von etwa 5,5 mM/l zwischen den Nah- 
rungsaufnahmen aufrecht zu erhalten, wird in der zwei- 
ten Phase eingelagertesGlykogen abgebaut, wozu Glu- 
cagon aus den pankreatischen A-Zellen freigesetzt 
wird. Glucagon weist also eine entgegengesetzte Wir- 
kung zum Insulin und damit auch zu den Incretinen auf. 
[0021] Bei taglich drei Mahlzeiten steht der mensch- 
liche Korper demgemaB ca. 6 Stunden (3 x 120 Minu- 
ten) unterGLP-1/GIP- und Insulin-, aber 18 Stunden un- 
ter Glucagon -Kontrolie. 

[0022] Es ist festgestellt worden, daB DP IV endogen 
aus den selben sekretorischen Granulae der A-Zellen 
ausgeschuttet wird wie Glucagon und daB diese Aus- 



schuttung zeitgleich mit der Glucagon-Ausschuttung 
bzw. dem Eintritt der Gtucagon-Wirkung erfolgen kann. 
ErfindungsgemaB ist nun gefunden worden, daB Gluca- 
gon in vitro wie in vivo durch DP IV bzw. DP IV-analoge 

5 Enzymaktivitat abgebaut und damit deaktiviert wird, ver- 
gleiche Abb. 1, wodurch die Freisetzung von Glykogen 
und folglich von Glukose verlangsamt bzw. gestoppt 
wird. Diese Tatsache war vollkommen uberraschend, da 
man bisher annahm, daB DP IV - wie vorstehend aus- 

10 gefuhrt - nur eine Senkung des Blutzuckerspiegels be- 
wirkt. 

[0023] Damit eroffnet sich erfindungsgemaB die Mog- 
lichkeit, durch Beeinflussung der DP IV-Aktivitat bzw. 
analoger Aktivitaten die Freisetzung endogener Spei- 
is cherglucose aus Glycogen mittels Glucagon zu befor- 
dern; eine gleichzertige Stimulierung des Glukoseab- 
baus erfolgt nicht, da im menschlichen Organismus ca. 
2 Stunden nach den Mahlzeiten keine Incretine sekre- 
tiert werden. 

20 [0024] Der Erfindung liegt also der uberraschende 
Befund zugrunde, daB eine Reduktion der im Blutkreis- 
lauf agierenden DP IV- oder DP I V-ahn lichen enzyma- 
tischen Aktivitat kausal zur Beeinflussung des Blutzuk- 
kerspiegels fuhrt. Es wurde gefunden, daB 

25 

1. die Verminderung von DP IV- bzw. DP IV-analo- 
ger Aktivitat eine Stabilitatserhohung von extern zu- 
gefuhrtem oder endogen zirkulierendem Glucagon 
zur Folge hat, d.h. durch Applikation von Effektoren 

30 der DP IV bzw. DP IV-anloger Proteine der Gluca- 
gon-Abbau im Blut kontrolliert werden kann; 

2. es durch die Stabilitatserhohung des endogen 
zirkulierenden oder extern zugefuhrten Glucagons 

35 zu einer kontrollierbaren Modulierung des Blut-Glu- 
kosespiegels kommt. 

[0025] Die Erfindung betrifft somit die Verwendung 
von Effektoren der Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV)- bzw. 
40 DP IV-analoger Enzymaktivitat zur Erhohung des Blut- 
zuckerspiegels uber die fur Hypoglycaemie charakteri- 
stische Glukosekonzentration im Serum eines Sauger- 
Organismus hinaus. 

[0026] Insbesondere betrifft die Erfindung die Ver- 
45 wendung bzw. Verabreichung von Effektoren der DP IV- 
bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat an Sauger zur 
Verhinderung oder Milderung pathologischer Stoff- 
wechsel-Anomalien von Sauger-Organismen. Eine der- 
artige Anomalie kann z.B. eine akute oder chronische 
50 Hypoglycaemie sein, bei der es notig ist, rasch Kohle- 
hydratreserven der Leber zu mobilisieren. 
In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft 
die Erfindung die Verwendung bzw ein Veriahren zur 
Steigerung des Blutzuckerspiegels uber die fur Hypo- 
55 glycaemie charakteristische Glukosekonzentration im 
Serum eines SaugerOrganismus. Dazu kann man ei- 
nem Sauger-Organismus eine therapeutisch wirksame 
Menge eines Effektors der DP IV- bzw. der DP IV-ana- 
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logen Enzymaktivitat verabreichen. 
Ein bedeutender Vbrteil der vorliegenden Erfindung ist 
die geringe Belastung des Organismus, da, wenn uber- 
haupt, nur geringe exteme Hormongaben verabreicht 
werden mussen: ErfindungsgemaG wird der Glucagon- 
abbau durch die Verwendung der erfindungsgemaGen 
DP IV-lnhibitoren gebremst oder vollstandig abge- 
stoppt, sodaG im Organismus eines erwachsenen Men- 
schen typischerweise eine Menge von verabreichtem 
oder endogen freigesetztem Glukagon von 2pM - 200 
pM erhalten bleibt. Ein zu schnelier proteolytischer Ab- 
bau wird verhindert. 

Die erfindungsgemaG applizierten Effektoren der DP IV- 
bzw. DP IV-ana!oger Enzyme konnen in pharmazeu- 
tisch anwendbaren Formulierungskomplexen als Inhibi- 
toren, Substrate, Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP 
IV-Expression, Bindungsproteine oder Antikorper die- 
ser Enzymproteine oder Kombinationen aus diesen ver- 
schiedenen Stoffen, die DP IV- bzw. DP I V-analoge Pra- 
te in konzentrat ion im Saugerorganismus reduzieren, 
zum Einsatz kommen. ErfindungsgemaG eingesetzte 
Effektoren sind z.B. DP IV-lnhibitoren wie die Dipeptid- 
derivatebzw. DipeptidmimetikaAlanyl-Pyrolidid, Isoleu- 
cyl-Thiazolidid sowie das Pseudosubstrat N-Valyl-Pro- 
lyl, O-Benzoyl Hydroxylamin oder deren Salze, insbe- 
sondere deren Fumarate. Derartige Verbindungen sind 
aus der Literatur bekannt oder in Analogie zu den in der 
Literaturbeschriebenen Methoden herstellbar (Demuth 
1990). 

Das erfindungsgemaGe Verfahren stellt eine neuartige 
Herangehensweise zur Erhdhung erniedrigter Blutglu- 
kosekonzentration im Serum von Saugern dar. Es ist 
einfach, kommerzieU nutzbar und zur Anwendung bei 
der Therapie, insbesondere von Erkrankungen, die auf 
unterdurchschnittlichen Blutglukosewerten basieren, in 
der Humanmedizin geeignet. 

Die Effektoren konnen in Form von pharmazeutischen 
Praparaten eingesetzt werden, die den Wirkstoff in 
Kombination mit ublichen aus dem Stand der Technik 
bekannten Tragermaterialien und/oder ublichen Adju- 
rantien enthalten. Beispielsweise werden sie parenteral 
(z.B. i.v., in physiologischer Kochsalzldsung) oder 
enteral (z.B. oral, formuliert mit ublichen Tragermateria- 
lien wie z. B. Glukose) appliziert. 
In Abhangigkeit von ihrer endogenen Stabilitat und ihrer 
Bioverfugbarkeit bzw. der Schwere der Erkrankung kon- 
nen einfache oder auch mehrfache Gaben der Effekto- 
ren erfolgen, urn die erwunschte Normalisierung der 
Blutglukosewerte zu erreichen. Zum Beispiel kann im 
Falle von Aminoacyl-Thiazolididen ein solcher Dosisbe- 
reich zwischen 0.1 mg und 10 mg Effektorsubstanz pro 
Kilogramm liegen. Vorzugsweise werden die Effektoren 
jeweils ca. 120 Min. nach der Nahrungsaufnahme ver- 
abreicht Die Effektoren konnen auch zusammen bzw. 
in kurzen zeitlichen Abstanden mit Glucagon oder des- 
sen Analogas eingesetzt werden. 



Beispiel 1: Hemmung derSerum-DP IV- katalysierten 
Glucagonspaltung durch den DP IV-lnhibitor Isoleucyl- 
Thiazofidid 

5 Siehe Abbildung 1 

Beispiel 2: Effekt von Glucagon auf die endogene Glu- 
kose-freisetzung nach Inkubat/on in Plasma von DP IV- 
positiven und DP IV-negativen Ratten 

10 

[0027] Urn zu prufen, ob die Glucagon-abbauende 
Aktivitat im Plasma von DP IV-negativen Ratten vorhan- 
den ist, wurden 6.8 u.g Glucagon fur drei Stunden bei 37 
°C in 1.0 ml Plasma normaler, DP IV-positiver, Ratten 

15 und in 1.0 ml Plasma DP IV-negativer Ratten vorinku- 
biert. 1 0 - 50 uJ der Inkubationslosung wurden normalen 
Wistar Ratten I v injiziert und mit einer Salzkontrolle ver- 
glichen. Die biologische Antwort - d.h. die Zunahme der 
Blutglukose durch die Gucagon-stimulierte hepatische 

20 Glukose-Freisetzung wurde 60 min verfolgt (Abbildung 

Beispiel 3: Effekt von Glucagon auf die Glucose Antwort 
in Wistar Ratten nach iv. Injek- tion von vorinkubiertem 
25 Glucagon im Plasma einer normalen Ratte r in Gegen- 
wart und Abwesenheit von DP IV-lnhibitor 

[0028] Urn zu prufen, ob der Effekt der Glucagon-ab- 
bauenden Aktivitat in Plasma durch einen spezifischen 

30 DP IV-lnhibitor inhibiert werden kann, wurden 6.8 u.g 
Glucagon fur drei Stunden bei 37°C in 1 .0 ml normalen 
Ratten Plasma und in 1.0 ml normalem Ratten-Plasma 
das zusatzlich 0,01 mM Isoleucyl-Thiazolidid enthiett' 
mduziert. 10 - 50 uJ der Inkubationslosung wurden nor- 

35 malen Wistar Ratten i.v. injiziert und mit einer Salzkon- 
trolle verglichen. Die biologische Antwort - d.h. die Zu- 
nahme der Blutglukose durch die Gucagon-stimulierte 
hepatische Glukose-Freisetzung wurde 30 min verfolgt 
(Abbildung 4). 
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3. Verwendung nach einem der vorstehenden Anspru- 
che zur Erhohung des Blutzuckerspiegels uber die 
fur Hypoglycaemie charakteristische Glukosekon- 
zentration im Serum von Sauger-Organismen. 

4. Verwendung nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei als Effektoren der Dipeptidyl Peptidase 
(DP IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat Inhi- 
bitoren, Substrate, Pseudosubstrate, Inhibitoren 
der DP IV-Expression, Bindungsproteine Oder Anti- 
korper dieser Enzymproteine Oder Kombinationen 
der genannten Effektoren verwendet werden. 

5. Verwendung nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei die Effektoren zusammen mit Glucagon 
oder dessen Analoga eingesetzt werden. 

6. Verwendung nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei die Effektoren in einer therapeutisch 
wirksamen Menge eingesetzt werden. 

7. Verwendung nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, wobei die Effektoren in Kombination mit an sich 
ublichen Adjuvantien und/oderTragerstoffen einge- 
setzt werden. 
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1. Verwendung von aktivitatsmindernden Effektoren 
der Dipeptidyl Peptidase (DP IV)- bzw. DP IV-ana- 
loger Enzymaktivitat zur Erhohung des Blutzucker- 
spiegels in Sauger-Organismen. 

55 

2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Verhinderung 
oder Milderung pathologischer Stoffwechsel-An- 
omalien von Sauger-Organismen. 
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Fig. 1 
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Abbll*., 1: Massenspektren eiMr 0 u m Giucagon _ 

I6sung in 40 mM 

TRIS/HCl (p H = 7,6) in Gegenwart von 40 nM DP IV 
(Sequentiell erfolgt die Abspaltung der Dipepti- 
de Hi 5 - S er und Gln-Gly in Abhangigkeit von der 
Inkubationszeit. ) 
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Fig. 2 # 
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Cl«c« ( on <1-1») 
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Abbildung 2: MALDI-TOF Massenspektren einer Glucagon-Serum- 
Mis chung 

A - Serum-DP IV hydrolysiert Glucagon 

B - Suppression der DP IV-katalysierten Gluca- 

gonhydrolyse durch den DP-Inhibitor Iso- 

leucyl-Thiazolidid 



7 



EP 0 995 440 A1 



Fig. 3 




Abbildung 3: Effekt von Glucagon auf die endogene Glukose- 
Freisetzung in der Wistar Ratte nach i.v. Injektion 
von Glucagon, prainkubiert in Plasma DP IV-positiver 
und DP IV-negativer Ratten. 
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Fig. 4 



Glucose Antwort auf i.v. Glucagongabe in Wistar Ratten 
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Abbildung 4: Effekt von Glucagon auf die endogene Glukose- 
Freisetzung in der Wistar Ratte nach i.v. Injektion 
von Glucagon, prainkubiert in Plasma von normal en 
Ratten, in Gegenwart bzw. Abwesenheit von spezifi- 
schem DP IV-Inhibitor . 
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